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Abstract 

Disclosed is a bioactive implant material with inductive effect on cartilage and bones, comprising two 
components, A and B. A is either a protein of a mixture of proteins with inductive effect on cartilage 
and/or bones, or preferably one or more proteins from the TGF- beta superfamily, especially MP52, or a 
DNA sequence coding for it, and B is a ceramic matrix from calcium phosphate characterized by an 
interconnecting microporosity and having an inductive effect on bones. Also disclosed are the method 
for preparing such compounds and their application for treating diseases affecting the cartilage and/or 
bones and for treating developmental malformation of chondral and/or bony tissues. 
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Die folgenden Angaben sind den vom Anmelder eingereichten Unterlagen entnommen 

(5j) Verbindungen mit verbesserter knorpel- und/oder knocheninduzierender Aktivitat 
® Die vorliegende Erfindung betrifft ein bioaktives Im- 
plantatmaterial mit knorpel- und/oder knocheninduzie- 
render Aktivitat, bestehend aus zwei Komponenten A und 
B, wobei A ein Knochen- und/oder Knorpel-induzierendes 
Protein oder Proteingemisch und bevorzugt ein oder 
mehrere Proteine aus der TGF-p Superfamilie, vorzugs- 
weise MP52, ist und B eine Tragermatrix aus Calcium- 
phosphat-Keramik mit interkonnektierender Mikroporosi- 
tat, welche allein bereits knocheninduzierende Eigen- 
schaften besitzt, ist. Die Erfindung betrifft weiterhin die 
Herstellung dieser Verbindungen und Verwendung zur 
Behandlung von Erkrankungen die den Knorpel und/oder 
Knochen betreffen sowie zur Behandlung von Schadigun- 
gen des Knorpel- und/oder Knochengewebes. 
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Die vorliegende Erfindung betrifft neue verbesserte Verbindungen mit knorpel- und/oder knocheninduzierender Akti- 
vitat, bestehend aus einem oder mehreren Mitgliedem der TGF-p Familie, vorzugsweise MP52, und einer speziellen Tra- 
5 germatrix aus kristallographisch phasenreinem Tricalciumphosphat. Die Erfindung betrifft weiterhin die Herstellung die- 
ser Verbindungen und Verwendung zur Behandlung von Erkrankungen die den Knorpel und/oder Knochen betreffen so- 
wie zur Behandlung von Schadigungen des Knorpel- und/oder Knochengewebes. 

Viele Wachstumsfaktoren aus der TGF-P-Superfamilie sind fur einen weiten Bereich medizinischer Behandlungsme- 
thoden und Anwendungen, die insbesondere Wundheilung und Gewebewiederherstellung betreffen, relevant. Fur einen 
to Uberblick uber Mitglieder der TGF- P~S uper familie vgl. z. B. Roberts, A. B. & Sporn, M. B. Handbook of Experimental 
Pharmacology 95 (1990) 419-472; Kingsley, D. M., Genes & Development 8 (1994) 133-146 und die darin zitierte Li- 
teratur. Zu den Mitgliedem zahlen die TGF-p Proteine, wie das TGF-pl, TGF-P2, TGF-p3, TGF-p4 und TGF-P5, vgl. 
z. B.: U.S. Patent. 5,284,763; HP 0376785; U.S. Patent. 4,886,747; Madisen, L. et. ah, DNA 7 (1 988) 1-8; Derynck, R. et 
al., EMBO J. 7 (1988) 3737-3743; Jakowlew, S. B. et ah, Mol. Endo. 2 (1988) 1186-1195; Kondaiah, P. et al., J. Biol. 
15 Chem. 265 (1990) 1089-1093. Eine weitere Unterfamilie bilden die Aktivine/Inhibine mit den bislang bekannten Akti- 
vinketten pA, PB, PC und PD, vgh z. B.: Mason, A. J. et al., Biochem. Biophys. Res. Commun. 135 (1986) 957-964; 
Hotten, G. et al., Biochem. Biophys. Res. Commun. 206 (1995) 608-613; Oda, S. et aL, Biochem. Biophys. Res. Comm. 
210(1 995) 581-588. Auch GDF- 12 kann aufgrund seiner Aminosaurehomologie dieser Unterfamilie zugeordnet, werden 
(vgl. WO 96/02559). Von pA und pB ist bekannt, daB sie neben dem Homodimer auch ein Heterodimer PApB bilden 
20 konnen. Bei Kombination mit einer a Untereinheit entstehen die Inhibine, die im wesentlichen entgegengesetzte Aktivi- 
taten in Vergleich zu Aktivinen aufweisen, vgl.: Vale, W. et ah. Handbook of Experimental Pharmacology 95 (1990) 
211-248; Vale, W. et ah. The Physiology of Reproduction, Raven Press, New York (1994) 1861-1878. Eine weitere Un- 
terfamilie bilden die Mitglieder der BMP(Bone Morphogenetic Protein)-Familie, wozu die Proteine BMP-2 (BMP- 2a), 
BMP-3, BMP-3b, BMP-4 (BMP-2b), BMP-5, BMP-6, BMP-7 (OP-1), BMP-8 (OP-2), BMP-9, BMP-10, BMP-11, 
25 BMP-12 und BMP-13 zahlen, vgh z. B.r Wozney, J. M. et al. Science 242 (1988) 1528-1534; Celeste, A. J. et al., Proc. 
Nath Acad. Sci. USA 87 (1990) 9843-9847; Ozkaynak, E. et al., J. Biol. Chem. 267 (1992) 25220-25227; Takao el al. 
Biochem. Biophys. Res. Com. 219 (1996) 656-662; WO 93/00432; WO 94/26893; WO 94/26892, WO 95/16035. Eine 
weitere Untergruppe ist die GDF(Growth Differentiation Factor)-Familie, zu denen GDF-1, GDF-3, GDF- 9, GDF- 10, 
GDF- II so wie die fur die Knorpel- und/oder Knocheninduktion insbesondere interessanten GDF-5, GDF-6 und GDF-7 
30 zahlen; vgl: McPherron, A. C. & Lee, S.-J., J. Biol. Chem. 268 (1993) 3444-3449; Storm, E. E. et ah. Nature 368 (1994) 
639-643; Lee, S.-J.; Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88 (1991) 4250-4254; Cunningham et al. Growth Factors 12 (1995), 
99-109; Hotten, G. et ah, Growth Factors 13 (1996) 65-74; Chang, S. C et al., J. Biol. Chem. 269 (1994) 28227-28234. 
Zwischen den Untergruppen der GDF und BMP Familie gibt es aufgrund von Aminosaurehomologien teilweise Uber- 
lappungen. Fur die TGF-p Superfamilienniitglieder dpp und 60A aus Drosophila konnte auch ein knorpel- und knoche- 
35 ninduzierendes Potential nachgewiesen werden, vgh: Sampath, T. K. et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90 (1993) 
6004-6008. Interessant sind auch die Proteine dorsalin und das Bone Formation-Inducing Protein, vgh: Easier, K. et al.. 
Cell 73 (1993) 687-702; WO 94/01557. Beschrieben sind 1 auch Heterodimere von verschiedenen Mitgliedem, vgl. z. B.: 
Aono, A. et ah, Biochem. Biophys. Res. Commun. 210 (1995) 670-677; WO 93/09229; EP0 626 451. Bekannt ist, daB 
viele Mitglieder insbesondere aus den Unterfamilien der TGF-P- , BMP- und GDF-Familien ein knorpel- und/oder kno- 
40 cheninduzierendes Potential aufweisen, wobei aber auch Mitglieder der Aktivinfamilie, zumindest in Kombination' mit 
weiteren TCF-p-Superfamiiienmitgliedern, EinfiuB auf die Knochenbildung nehmen konnen; vgh beispielsweise Hock, 
J. M. et ah, Endocrinol. 126 (1990) 421-426; Wang et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87 (1990) 2220-2224; Wozney et 
al., MoL Reprod. Dev. 32 (1992) 160 167; Sampath et al., J. Biol. Chem. 267 (1992) 20352 20362; Ogawa, Y. et ah, J. 
Biol. Chem. 267 (1992) 14233-14237; WO 88/00205; US-PS 5,013,649; WO 89/10409; WO 90/11366; WO 91/05802; 
45 WO 92/15323; WO 91/18098; WO 93/00432; WO 93/09229; WO 94/01557; WO 94/26893; WO 94/26892; WO 
94/15949; WO 95/01801; WO 95/01802 und EP 0 626 451. Da die einzelnen Proteine teilweise an unterschiedlichen 
Stellen im Verlauf der Knorpel- und Knocheninduktion wirken, ist davon auszugehen, daB die Kombination verschiede- 
ner dieser Proteine vorteilhaft fur die Effizienz der Knorpel- und Knocheninduktion ist. Derartige Proteingemische sind 
innerhalb dieser Erfindung mitumfaBt 

50 In WO 93/16099, WO 95/04819 und WO 96/01316 werden die DNA- und Proteinsequenzen von Proteinen der TGF- 
P~ Familie, namlich dem MP52 und MP121, beschrieben. Bei MP121 handelt es sich um das bereits oben genannte Ak- 
tivin pC. Insbesondere von Interesse ist MP52 (in Publikationen teilweise auch GDF5 genannt), fur das u. a. bereits ein 
knorpel- und knocheninduzierendes Potential nachgewiesen werden konnte (WO 95/04819 und Hotten et al. Growth 
Factors 13 (1996) 65-74). 

55 Die Mitglieder der TGF-P Superfamilie, die ein knorpel- und/oder knocheninduzierendes Potential besi tzen, zeichnen 
sich im reifen Anteil durch hohe Aminosaurehomologien aus und besitzen die fur TGF-p Superfamilienmitglieder typi- 
schen sieben konservierten Cysteine. Mitglieder dieser Superfamilie liegen in ihrer aktiven Form normalerweise alle als 
homo- und/oder heterodimere Proteine vor. Das knorpel- und/oder knocheninduzierende Potential dieser Proteine wird 
meistens auf inerten Tragermatrices, die selber keinerlei knorpel- und/oder knocheninduzierende Wirkung aufweisen, 
60 nachgewiesen. 

Bereits in den 60er Jahren begannen intensive Forschungsarbeiten iiber die Einsatzmoghchkeiten von Calciumphos- 
phat-Keramiken fiir den implantierbaren Knochenersatz (Bhaskar et al.. Oral Surg. 32 (1971) 47), denen die chemische 
Analogic dieser Verbindungsgruppe zu dem mineralischen Anteil des Knochens zu Grunde lag. Eine der ersten systema- 
tischen Untersuchungen iiber die Zusammenhange zwischen den chemisch-werkstofflichen Parametera und den biologi- 
65 schen Eigenschaften wurde Anfang der 70er Jahre am Battelle Institut durchgefuhrt (Heide, Koster et al., Z. Orthop. 118 
(1979) 398 und Biotechn. Umschau 2 (1978) 226). Hierbei wurden Calciumphosphate mit wechselnden Ca 0 /p 205 -Ver- 
haltnissen durch Sinterverfahren als granulare und stiickige keramische Implantatmateri alien heigestellt und im Tierver- 
such getesteh Die herausragenden Ergebnisse dieser Studien lassen sich wie folgt zusammenfassen: 
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(a) C a] ci u inphosphatkerami ken innerhalb bestimmter Zusammensetzungen zeichnen sich durch eine hervorra- 
gende Gewebevertraglichkeitgegenuber Knochen aus. 

(b) Das Optimum der Gewebevertraglichkeit konzentriert sich auf Keramiken mit einem Ca0/P 2 0 5 -Verhaltnis wie 
3/1 , also auf das Tricalciumphosphat TCP, Ca 3 (P0 4 ) 2 (bzw. in keramischer Formelschreibweise~3CaO • P->0 5 ) und 
den Hydroxylapatit (HA) selbst, also [Ca 5 (P0 4 ) 3 0H], der sich ebenfalls synthetisch darstellen laGt. Dieses Hrgebnis 
ist. folgerichtig, da bekanntlich auch die Zusammensetzung des mineralischen Knochen an teiles mit seiner wichtig- 
sten mineralischen Komponente, dem Hydroxylapatit diesein Verhaltnis in etwa entspricht. Obwohl TCP und HA 
eine ahnlich chemische Zusammensetzung besitzen, unterscheiden sie sich in ihrem Ldslichkeitsverhalten und an- 
deren physikalischen Eigenschaften, wie der Dichte und der Festigkeit erheblich voneinander. Hiervon hangen na- 
turgemaB auch die moglichen Einsatzgebiete ab. 

(c) Die beiden optimal biokompatiblen Modifikationen des Tricalciumphosphats TCP (d. h. die metastabile Iloch- 
temperaturmodifikation a-TCP und besonders die stabile Tieftemperaturmodifikation p-TCP) und der Hydroxyla- 
patit HA sind mehr oder weniger biodegradabel, d. h. sie werden im biologischen Eager mehr oder weniger schnell 
abgebaut bzw. resorbiert. Eine ausgepragte Biodegradabilitat weisen nach Ramselaar et al., J. Materials Sci. 2 
(1991) 63, a- und (ETCP auf. HA unterliegt im biologischen Milieu einer sehr viel geringeren Resorption. Der Ab- 
bau des TCP im Knochenlager erfolgt nach Untersuchungen mit radioaktiv dotierten Implantatmateri alien von 
Schuster, Heide et. al., (unveroffenti. Ber. des Battelle Institutes Frankfurt) auf mehr chemischem Wege, d. h. L6- 
sung und Verstoffwechselung der Losungsprodukte erfolgt ohne Beteiligung knochenabbauender Zellen, wahrend 
die sehr viel langsamere Resorption des Hydroxylapatites mehr auf der spezifischen Leistung knochenabbauender 
Zellen (Osteoklasten) beruht. 

(d) Die biokompatiblen Calciumphosphatkeramiken auf der Basis von TCP und HA werden im Knochenlager 
weitgehend ohne bindegewebige Abkapselung integriert, wie in den 70er Jaliren u. a. von der genannten Battelle- 
Arbeitsgruppe im Tierexperiment eindrucksvoll belegt werden konnte. Fiir diese herausragende Eigenschaft hat 
man damals den Ausdruck "Bioaktivitat" eingefuhrt. 

Im Zuge der weiteren Entwicklung der vielversprechenden Calciuiiiphosphatkerainiken erwies sich eine detaillierle 
Kcnntnis der komplexen kristallchcmischcn Zusammcnhangc des Systems Ca0-P 2 O 5 (+ H 2 0) als unumgaDglichc Vor- 
aussetzung fiir eine systematische Optimierung. Leider ist in der Vergangenheit und wird noch immer von zahlreichen 
Anwendem gegen diese Voraussetzung verstoBen, insbesondere dann, wenn fiir typische temporare Anwendungen wie 
z. B. die Sanierung von Parodontaltaschen Materialien auf der Basis des nur schwer biodegradablen HA eingesetzt wer- 
den. Wichtige Arbeiten in diesem Zusammenhang wurden von De Groot et al., Biomaterials 1 (1980) 47, und Bauer und 
Hohenberger, Berichte der DKG 66 (1989) 23, veroffentlicht. 

Zahlreichc, heute noch marktiibiiche Implantatmateri alien, welche aus undefinierten Gemengen von TCP und HA so- 
wie anderen Caiciumphosphat-Phasen wie Di- oder Tetracalciumphosphaten und Calciumphosphatglasem bestehen, ha- 
ben negaiivc biomcdizinische Eigenschaften im Sinne einer Provokation von Bindegewebsinfiltrationen sowie Aktivie- 
rung von Makrophagen, mitunter begleitet von entziindlichen Reaktionen. Die bindegewebige Einkapselung solcher feh- 
lerhall zusammengcsetzter Materialien ist. dann Ausdruck der AbstoBung des Implantats (Bauer und Hohenberger, Be- 
richtc der DKG 66 ( 1 989) 23). Die stochiometrische Zusammensetzung allein ist kein Kriterium fiir die Existenz von un- 
physiologischcn 1 Tcmdphasen. Aus diesen Erkenntnissen leitet sich die Forderung nach kristallographischer Phasenrein- 
heit der jeweils verwendeten Implantatmateri alien ab. 

Die beiden TTaupuypen des Calciumphosphats, das Tricalciumphosphat (TCP) und der Hydroxylapatit. (HA) haben 
entsprechend ilircr unterschiedlichen Resorption unterschiedliche Einsatzgebiete: TCP ist insbesondere vorteilhaft fur 
den temporaren Knoehenersatz, bei dem im Laufe der Zeit eine Resorption des Biomateriales simultan mit der Knochen- 
regeneralion crlolgi (Zystenfiillung im Kieferbereich, AufFullen krankheits- bzw. operationsbedingter oder degenerativer 
Knochendefekle usw.). HA dagegen ist vorzugsweise bei langdauemdem Knoehenersatz angezeigt, wie z. B. in Verbin- 
dung mil der Bcschichtung von Gelenkendoprothesen, bei denen man einen direkten Kontakt des belasteten Knochenla- 
gers mil dent Mctall oder anderen inerten Materialien vermeiden will. 

Der vorliegenden Erfindung liegtdie Aufgabe zugrunde, neue Verbindungen bereitzustellen, die besonders hohe knor- 
pel- und/oder knocheninduzierende Aktivitaten in Saugetieren und insbesondere Primaten wie dem Menschen aufwei- 
sen, aber nicht ixier in moglichst geringem Umfang die Nachteile der bisher verwendeten Materialien aufweisen. Solche 
Verbindungen sollen cnnoglichen, den HeilungsprozeB von Erkrankungen, die den Knorpel und/oder Knochen betreffen 
und die insbesondere mil cinem Verlust an Knochensubstanz einhergehen, und/oder von Schadigungen des Knorpel- 
und/odcr Knochengcwebes wesentlich zu beschleunigen. 

Diese Aulgahc wird crfindungsgeraaB ge lost durch ein bioaktives Implantatmaterial fur den Knoehenersatz mit. Knor- 
pel- und/oder Knochen-bildender Aktivitat bestehend aus zwei Komponenten A und B, welches als Komponente A ein 
knorpel- und/oder knocheninduzierendes Protein oder Proteingemisch und als Komponente B ein Matrix material aus 
Calciumphosphai aufweist, welches selbst osteogene Aktivitat besitzt, und A auf B aufgebracht ist. Bevorzugte Ausge- 
staltungcn der Erfindung sind in den Unteranspriichen beschrieben. Insbesondere wird ein Material bereitgestellt, das aus 
den zwei Komponenten A und B besteht, wobei A ein Protein oder Proteingemisch, und zwar aus einem oder mehreren 
homo- oder heterodimeren Proteinen der TGF-^-Superfamilie min knorpel- und/oder knocheninduzierender Aktivitat 
bedeutet, und B eine osieoinduktive Tragermatrix bestehend aus vorzugsweise biodegradabler Knochen keramik, beson- 
ders bevorzugi aus a- oder P-Tricalciumphosphat-Keramik, bedeutet. A ist dabei an B assoziiert, ohne kovalent gebun- 
den zu sein und kann z. B. wahrend des Knochenbildungsprozesses langsam von B in dem MaBe freigesetzt werden, wie 
B dem chemischen Abbau im Knochenlager unterliegt. Damit wird A einem sogenannten "controlled release" unterwor- 
fen. 

Der BegrifT "Protein der TGF-P-Superfamilie mit knorpel- und/oder knocheninduzierender Aktivitat” bedeutet ein 
Protein, das im reifen Anteil die charakteristischen konservierten 7 Cysteine enthalt. Dazu zahlen Mitglieder der TGF-P-, 
der Akti\dn-, der BMP- und der GDF-Familie und insbesondere MP52 sowie Fragmente davon mit grundsatzlich dersel- 
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ben Aktivitat. Die entsprechenden Nukleotid- und Proteinsequenzen sind aus den oben genannten Referenzen, auf deren 
Offenbarung hiermit Bezug genommen wird, zu entnehmen. UmfaBt sind bevorzugt Homodimere der genannten Prote- 
ine aber auch Heterodimere aus verschiedenen Familienmitgliedem. Bevorzugt umfaBt sind Proteine, die denselben Re- 
zeptormechanismus und/oder dieselbe Signaliibertragung wie die Mitglieder der BMP- und/oder GDF-Familie, insbe- 
5 sondere von MP52, besirzen. UmfaBt ist auch die Kombination von verschiedenen Proteinen der TGF-p-Superfamilie 
mil knorpel- und/oder knocheninduzierender Aktivitat. Das knorpel- und/oder knocheninduzierende Potential kann in 
bekannten Versuchen wie z. B. in vivo durch Induktion von Knorpel und/oder Knochen nach Implantation des Proteins 
mit einer geeigneten Tragermatrix in die Ratten mu skulatur; vgl. z. B. Sampath, T. K. et at., J. Biol. Chem. 267 (1992) 
20352-20362 und/oder in vitro durch Induktion von Alkalischer Phosphatase Aktivitat auf ROB-C26 Zellen; vgl. Yama- 
to guchi, A. et al., J. Cell Biol. 113 (1991) 681-687 und/oder W- 20-17 Zellen; vgl.: Thies, R. S. et al. Endocrinol. 130 
(1992) 1318-1324 und/oder Stimulation der Expression von Proteinen der extrazellularen Matrix, vgl.: Hock, J. M. et al. 
Endocrinol. 126 (1990) 421-426 und/oder in Versuchen wie sie bei Chen, P. et al., Exp. Cell Res. 195 (1991) 509-515 
und/oder Vukicevic, S., et. al. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86 (1 989) 8793-8797 beschrieben sind, iiberpruft. werden. Das 
Protein kann als reifes Protein aber auch als Vorlaufer-Protein oder Protein mit verschiedenen Prozessierungen im Pro- 
15 peptidanteil und/oder mit zusatzlichen oder veranderten N- und/oder C-terminalen Aminosauresequenzen, welche die 
biologische Aktivitat im wesentlichen nicht beeinflussen, vorliegen. 

Andererseits sind auch Fusionsproteine moglich, wo neben dem fur das reife Protein kodierenden AnteiL oder Frag- 
mented) davon auch noch funktionelle Signal- oder/und Propepti dan teile von anderen Proteinen, insbesondere der TGF- 
P Superfamilie, insbesondere auch der Aktivin-, BMP- und GDF-Proteine umfaBt sind. Die entsprechenden Nukleotid- 
20 und Proteinsequenzen sind aus den oben genannten Referenzen zu entnehmen, auf deren Offenbarung hiermit Bezug ge- 
nommen wird. Wichtig ist, daB der richtige Leserahmen fur das reife Protein erhalten bleibt. So ist z. B. der Austausch 
von Propeptidanteilen durch entsprechende Anteile anderer Proteine bei Mol. Endocrinol. 5 (1991), 149-155 und Proc. 
Natl. Acad. Sci. USA 90 (1993), 2905-2909 beschrieben. 

Das Protein in der erfindungsgemaBen Verbindung kann substituierte oder eingefugte Aminosauren enthalten oder de- 
25 letiert, sein, ebenfalls unter der Voraussetzung, daB die Aktivitat nicht wesentlich beeinfluBt wird, und aus verschiedenen 
Spezies, wie z. B. Mensch, Maus, Ratle, Rind oder Schwein isolierL sein. Femer kann das Protein durch im SLand der 
Tcchnik bckanntc Mctbodcn, bcispiclswcisc Glycosylicrungcn, Phosphaticrungcn, Sulfaticrungcn und Vcrcstcrung mit 
Fetten modifiziert sein, ebenfalls unter der Bedingung, daB sich daraus keine wesentliche Veran derung der Aktivitat er- 
gibt. 

30 In einer bevorzugten Ausfuhrungsform der vorliegenden Erfindung ist A ein Protein aus der GDF- oder BMP-Familie 
oder ein Fragment davon. 

In einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsform der vorliegenden Erfindung ist die Komponente A charakterisiert 
durch ein Protein, das 

35 (a) den reifen Anteil und gegebenenfalls weitere funktionelle Anteile der in SEQ ED NO. 1 gezeigten Proteinse- 

quenz enthalt, 

(b) Teile des reifen Anteils von (a) enthalt, die im wesentlichen dieselbe Aktivitat aufweisen, insbesondere reife 
Proteine mit verandertem N-Terminus, 

(c) Teile entsprechend (a) oder (b) enthalt, die aufgrund der Herkunft des Proteins aus anderen Wirbeltieren von 

40 SEQ ID NO. 1 abweichen, aber im wesentlichen dieselbe Aktivitat. aufweisen, 

(d) neben Teilen des reifen Proteins gemaB (a), (b) oder (c) noch Teile eines anderen Proteins aus der TGF-p-Su- 
perfamiLie in Form eines Fusionsproteins entlialt, 

(e) neben monomeren reifen Proteinen gemaB (a) bis (d) noch ein Monomer eines anderen Proteins aus der TGF-p- 
Superfamilie unter Ausbildung von Heterodimeren enthalt, 

45 (f) neben dimeren reifen Proteinen gemaB (a) bis (e) noch mindestens ein Dimer eines anderen Proteins aus der 

TGF-P-Superfamilie enthalt. 

Insbesondere umfaBt diese Ausfiilirungsform das reife Protein MP52 oder funktionelle Anteile bzw. Fragmente davon, 
wobei die aktive Form vorzugsweise als Dimer vorliegt. Besonders bevorzugt sind 1 funktionelle Teilbereiche bzw. Ab- 
50 schnitte bzw. Fragmente, die mindestens den Bereich der sieben konservierten Cysteine enthalten. 

Eine M biokompatible M und ’’bioaktive" Tragermatrix bedeutet im osteologischen Sinne eine Calciumphosphat-Kera- 
mik, welche einerseits ohne schadliche Gewebereaktionen wie bindegewebige Abkapselungen, Entzundungen und Ge- 
webeentartungen in den Knochen integriert werden kann und andererseits ein direktes Aufwachsen von Knochen auf 
bzw. in die Oberflachenstruktur des Implantats stimuli ert. Die eigentliche ’’Bioaktivitat" einer Tragermatrix hegt jedoch 
55 erst dann vor, wenn histologisch wie klinisch nachweisbar eine Stimulation des Knochenwachstums zustande kommt. 
Fur die erfindungsgemaBe hochporose bioaktive Tragermatrix (wie z. B. Cerasorb®) auf der Basis von Tricalciumphos- 
phat, insbesondere von p- und auch oc-TCP, liegen klinische Erfahrungen vor. Eine herausragende Stellung bezuglich 
Bioaktivital oder Osteoinduktivitat nimmt das phasenreine und offen mikroporose p-TCP ein, welches allein durch die 
vorhersagbare chemische Auflosung im Knochen lager ein Ionenmilieu erzeugt, das zur Stimulation der Osteoblastenta- 
60 tigkeit beitragt und in situ als Substrat fiir die Osteoblastentatigkeit. dient. Verlauft die chemische Auflosung oder Resorp- 
tion der Tragermatrix simultan mit der Primarphase des Knochenaufbaus ("woven bone phase"), besteht die hervorra- 
gende Moglichkeit der Wiedergewinnung der Festigkeit und Struktur des umgebenden Knochenlagers. \foraussetzung 
hierfiir ist die Abwesenheit unstocbiometrischer oft unphysiologisch reagierender Nebenphasen. Fiir phasenreines P~ 
TCP kann dies nachgewiesen werden, es ist daher allein schon osteoinduktiv wirksam. Besonders bevorzugt sind kristai- 
65 lographisch phasenreine a- oder p-Tricalciumphosphat-Keramiken mit einer interkonnektierenden Mikroporositat im 
Bereich von 20-60% ihres Volumens. In einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsform liegt die PrimarkomgroBe der 
kristallographisch phasenreinen <x- oder P-Tricalciumphosphat-Keramik im Bereich von 10-40 pm. In einer weiteren be- 
vorzugten Ausfuhrungsform der Erfindung liegt dieses Implantalmaterial in Form einer injizierbaren Suspension vor Es 
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wird dadurch beispielsweise ermoglicht, das Material minimal-invasiv zu applizieren. Dabei verursacht die Suspension 
dieser Matrix in fur die medizinische Anwendung geeigneten Flussigkeiten wie Wasser, Serum, Plasma und Blut, keine 
Riesenzell- oder Bindegewebeinfiltration in das Implantat. 

Der wesentliche Gegenstand der Erfindung ist. also ein Implantatmaterial aus zwei Komponenten A und B, in welchem 
die osteopoetische Wirkung der Komponente A durch eine osteoinduktive Wirkung der Komponente B synergistisch 5 
verstarkt wird. Der Verbindung liegt die vorteilhafte Kombination von Wirkungsmechanismen zweier Komponenten, 
d. h. knorpel- und/oder knocheninduzierendes Protein oder Proteingeinisch und osteoinduktiver Tragermatrix zugrunde. 

Ein solches erfindung sgemaBes Implantatmaterial vermeidet kontraproduktive EfFekte gegeniiber der osteopoetischen 
Wirkung der Proteine A, den manche biokompatible, aber nicht bioaktive Implantatmaterialien zeigen. So eignen sich 
Tragennaterialien wie HA auf Grund ihrer langsamen Biodegradabilitat oft nicht zum Einsatz einer Protein-stimulierten to 
Osteosynthese. Rasch biodegradable Tragerkeramiken wie Phosphatg laser und metastabile Phasen bzw. Phasengemische 
der CaP aber auch chemisch umgewandelte Matrizen, welche z. B. aus Korallen gewonnen werden, wirken allein schon 
durch die Aktivierung von Makrophagen oder/und Osteoklasten kontraproduktiv auf die Protein-stimulierte Osteosyn- 
these. Ferner zeigte sich, da8 die Belegung der Matrixoberflache geeigneter Tragennaterialien mit physiologisch inerten 
Proteinfiillstoffen wie Kollagen, sich Resorptions- und damit Bioaktivitats-hemmend auswirkte. Uberraschenderweise 15 
erwiesen sich Mischungen von Tragennaterialien auf der Basis von mikroporosem phasenreinem TCP, vorzugsweise J3- 
TCP, mit Homogenaten von rotem Knochenmark oder Blut, trotz der erheblichen Belegung der Matrixoberflache mit 
Proteinen, als Os teosyn these- for demd. Somit stellen die erfindungsgemafien Implantationsmaterialien eine Optimierung 
dieser Befunde dar. Die minimale Matrixbelegung mit. der Proteinkomponente A gewahrleistet den Erhalt der bioaktiven, 
also eigenstandigen osteoinduktiven Eigenschaften der Tragermatrix B und wird von dieser durch ihre interkonnektie- 20 
rende Mikroporenstruktur zwangslaufig in dem MaBe freigesetzt und damit biologisch wirksam, wie es dem chemischen 
Abbau der Matrix am Implantationsort entspricht. Das erfindungsgemaBe osteopoetisch wirkende Protein A allein wtirde 
ohne die Kombination mit einer geeigneten Matrix durch Verstoffwechselung, Abtransport durch Korperfiussigkeiten 
oder ggf. Phagozytose rasch die biologische Wirkung am Implantationsort verlieren. Die Phasenreinheit der Tragerma- 
trix mit definierter Mikroporenstruktur gewahrleistet eine vorhersagbare Resorption und damit ein "controlled release" 25 
auch der Proteinkomponente A. Eine solche Wirkungsbeziehung zwischen Matrix B und Prolein A slelll zweifelsfrei 
cine syncrgistischc Wirkung sverstarkung der beiden Komponenten A und B dar. 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein Verfahren zur Herstellung der erfindungsgemaBen Implan- 
tatmaterialien, bei dem das Protein A als Losung in einem physiologisch unbedenklichen, mit Wasser mischbaren Lo- 
sungsmittel oder in entsprechenden Losungsmittelgemischen in die mikroporose Struktur der biokompatible Matrix B so 30 
aufgebracht wird, daB eine homogene Verteilung des Proteins A in und/oder auf der mikroporosen Struktur der Matrix er- 
reicht wird. 

Informationen zur Herstellung von Proteinen der TGF-p Superfamilie, deren Expression in geeigneten Wirtszellen 
und Reinigung sind aus den zahlreichen bereits zitierten Publikationen und Patentschriften zu entnehmen. Insbesondere 
verwiesen sein soli fur die Bereitstellung von MP52/GDF-5 oder aktiven Fragmenten davon auf die WO 95/04819 und 35 
die DE 195 25 416.3 sowie auf Hdtten et al. (Growth Factors 13 (1996) 65-74). 

Erfolgt die Herstellung der Proteine in Bakterien, wobei die Proteine, wie es z. B. bei MP52 der Fall ist, in Form von 
EinschluBkorpem ("inclusion bodies") vorliegen, werden sie nach an sich bekannten Methoden renaturiert, um das Pro- 
tein, beispielsweise MP52, in einer aktiven Form zu erhalten. In E. coli exprimierte MP52-ahnliche Proteine konnen zu 
einem aktiven Protein zuriickgefalten werden; vgl.: Krieglstein, K et al., J. Neuroscience Res. 42 (1995) 724-732. Ge- 40 
naue Verfahren sind auch beschrieben in der japanischen Patentanmeldung Hei-7('95)-93664 sowie in der 
DE 195 25 416.3. Weitere eigene Untersuchungen sowie Untersuchungen von Ruppert, R. et al. (Eur. J. Biochem. 237, 

295 302 (1996)) haben ergeben, daB z. B. BMP-2 ebenfalls in E. coli exprimiert und zum Dimer gefaltet werden kann. 

Zur Herstellung der Tragermatrix B kann das folgende Verfahren nach DE 38 10 803 C2 verwendet werden: Homo- 
gene stochiometrische Mischungen von CaC0 3 und CaHP0 4 werden entsprechend dem Zustandsdiagramm (Phasendia- 45 
gramm) des Systems CaO und P 2 0 5 (Tromel, Stahl und Eisen 63 (1943) 21 ; Welch, J. Chem. Soc. (1961) 4442) in kom- 
paktierten Formkorpem in verschiedenen Schritten Sintertemperaturen bis 1350°C unterworfen, wobei dem Sintersy- 
stem Wasser und C0 2 entzogen werden. Zwischen den Sinterprozessen werden die Zwischen stufen der Sintersynthese 
der Zerkleinerung, M~ikronisierung, Rekompaktierung im Fall der Formkorper-Herstellung bzw. Pelletisierung im Fall 
der Granulat- Herstellung zugefuhrt. Die Sinterprozesse werden bzgl. Zeit- und Temperaturgang so gefuhrt, daB koexi- 50 
stierende Nachbarphasen des TCP gemaB Phasendiagramm, d. h. insbesondere das Tetra-Calciumphosphat einerseits 
und das Di-Calciumphosphats andererseits, vermieden werden. Metastabile Phasen des termodynamisch stabilen p- 
Ca 3 (P0 4 ) 2 oder J3-TCP konnen je nach Verwendungszweck durch Lenkung der Sinterprozesse entweder gezielt vermie- 
den oder gezielt koexistent gemacht oder gar allein vorherrschend daigestellt werden. 

Eine homogene Einbringung und Verteilung der Komponente A im Porengeftige der Tragermatrix B setzt einige Ver- 55 
fahrensprinzipien voraus, die eine solche Verteilung ermoglichen, ohne daB die Komponenten selbst durch die Prozesse 
verandert werden. 

So ist ohne weiteres verstandlich, daB eine Kombination von A mitB simultan zum keramischen SinterpiozeB wegen 
der hohen ProzeBtemperaturen unmoglich ist. 

Moglich ist. dagegen die Penetration der mikroporosen Keramikgefuge, sowohl Formteile als auch Granulatkomer, mit 60 
Ldsungen von den erfindungsgemaBen Proteinen A in geeigneten Losungsmitteln, wobei die Kapillarkrafte der offenen 
Keramikgefuge wirksam werden. Bei der Auswahl der Ldsungsmittel komnien naturgemaB nur solche in Frage, welche 
die Natur der Komponenten A und B des Biomaterials nicht verandem. So sind zum Beispiel saure Ldsungsmittel unge- 
eignet, welche zwar hervorragende Ldsungsmittel fur osteopoetische Proteine sind, die Calciumphospate dagegen an- 
greifen und chemisch verandem. Andererseits verhalt sich Wasser gegeniiber der Keramik neutral, vermag jedoch die 65 
Proteinkomponente A oft nur unvollstandig zu losen. Ein Penetrieren mittels Susp>ensionen diirfte einer homogenen Ver- 
teilung in der Tragermatrix wegen der mikroporosen Struktur entgegenstehen. 

Ein PenetrationsprozeB der Tragermatrix liber die Losungsphase, welche naheliegenderweise durch Verdampfung aus- 
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getrieben wird, fuhrt ebenfalls nicht zur vollkommen homogenen Verteilung von A in B, da sich beim Verdunsten des 
Losungsmittels an der Oberflache der porosen Keramik ein St off transport, der geldsten Phase von innen nach auBen mit 
der Folge der Anreicherung an der Oberflache ergibt. 

Eine Losung fur diese komplexe Aufgabenstellung einer homogenen Dotierung der Tragermatrix mit. den Proteinen A 
5 kann erfindungsgemaS durch folgende Verfahrensprinzipien bewerkstelligt werden: 

- Entfernung des Losungsmittels nach Abkiihlung einer leicht erwarmten, mit. den Proteinen A gesattigten Losung. 
Hierdurch wird die Loslichkeit der Proteine im Losungsmittel unterschritten und es kommt zur Abscheidung der 
Proteine im Gefuge des Tragers. Die Restlosung verarmt dadurch an Protein und der beschriebene Anreicherungs- 

tu effekt wird entsprechend reduziert. Diese Mdglichkeit ist durch den geringen Temperaturspielraum naturgemaB 

sehr eingeschrankt, macht aber insbesondere dann einen Sinn, wenn man im Tlinblick auf einen gewissen "Starter- 
effekt" der Osteopoese einen Gehaltsgradienten des Proteins im Keramikgefiige wlinscht 

- Entfernung einer proteinhaltigen Flussigkeitsmischung, bestehend aus oiganischem T^osungsmittel und Wasser, 

durch Sublimation, entsprechend der critical point-Trocknung. Durch den direkten IJbergang der erstarrten Lo- 
is sungsmittelmischung in den gasfomiigen Zustand wird ein Transport des Proteins uber die Flussigphase verhindert, 

wodurch eine gleichmaBige Verteilung des prazipitierten Proteins im Keramikgefiige erreicht wird.- 

- Homogene Prazipitation von Protein im keramischen Tragergefuge aus einer Protein -enthaltenden organischen 
Ldsung durch Zuftihrung von z. B. Wasser, wodurch es zu einer raschen Prazipitation des Proteins und somit zur in 
situ Deposition im Keramikgefiige kommt. Diese Methode ist vielseitig einsetzbar und funktioniert. bei StofFpaarun- 

20 gen, bei denen das Protein im organischen Losungsmittel loslicb ist, das reine Losungsmittel mit Wasser mischbar 

ist, nicht jedoch die Protein-haltige Losung. Hierzu kdnnen z. B. Acetonitril/Wasser, Propandiol-1, 2/Was ser oder 
Propanol/Wasser u. a. eingesetzt werden. 

Die erfindungsgemaBen Implantatmaterialien konnen auf ihre Wirksamkeit in gangigen Testsystemen wie z. B. dem 
25 bereits erwahnten Tiermodell der Ratte, dem Hund und dem Kaninchen Oder aber bei Primaten getestet werden. 

WeiLere Gegenslande der vorliegenden Erfindung sind daher eine phannazeutische Zusairimensetzung, enthaltend ein 
Implantatmatcrial gcgcbcncnfalls zusammcn mit pharmazcutisch wic physiologisch vcrtragLichcn Hilfs-, Vcrdiinnungs- 
und/oder Fullstoffen, ebenso wie die Verwendung der erfindungsgem^Ben Verbindungen in einer pharmazeutisch wirk- 
samen Konzentration gegebenenfalls zusammen mit pharmazeutisch wie physiologisch vertraglichen Hilfs-, Verdiin- 
30 nungs- und/oder Fullstoffen zur lokalen Behandlung von Knorpel- und/oder Knochen-Erkrankungen und/oder von Scha- 
dig ungen des Knorpel- und/oder Knochengewebes verursacht durch Verletzung, Operation, Degeneration oder Uberbe- 
lastung, bei Wirbeltieren, insbesondere Saugern wie Menschen. 

Mil den erfindungsgemaBen Verbindungen konnen Erkrankungen, die mit einem Knochenverlust einhergehen, wie er 
z. B. boding t ist durch Alter, Stoffwechselerkrankungen oder entzundliche Prozesse, gezielt behandeit werden. 

35 Schadigungen des Knorpel- oder Knochengewebes sind denkbar nach \ferletzungen, beispielsweise auch Sportverlet- 
zungen, UnfUIUcn, Uberbelastungen des B ewegungsappar ates oder konnen operations bedi n gt, beispielsweise durch 
Bohrlochcr hit Knochcn nach Entfernung von Schrauben fur ktinstliche Befestigungsapparaturen oder nach Resektion 
von Tuinorgcwebc, au ftrelen. Besonders bevorzugt ist die gezielte lokale Behandlungen von Knochenfrakturen . Moglich 
sind auch die Verl linger ung von GliedmaBen. \Gn besonderem Interesse sind auch Anwendungen im Zahn- oder Kiefer- 
40 bereich, wic B. die Behandlung von Parodontose, Sinuslift oder ZystenfuUung im Kieferbereich. Anwendungen sind 
auch ini der kosineiisehen: Chirurgie zu finden, insbesondere in der plastischen Chirurgie im Gesichtsbereich. Die erfin- 
dungsgeiiiatien Verbindungen ermoglichen auch die Fixierung zweier beweglicher Knochenteiie wie z. B. die Verbin- 
dung zweier Ruckenwirbel uber eine neu gebildete Knochenbriicke wie es z. B. bei Bandscheibenproblemen von \brteil 
sein kann. LnilaBl sind die genannten Behandlungsmethoden femer im veterinarmedizinischem Bereich. 

45 Die Dosis liegt je nach Art der Proteinkomponente und in Abhangigkeit von der Applikationsart, dem Krankheitsbild 
und dem Zustand des Patienten im Bereich von 10 pg bis 100 mg. Die Menge der Tragermatrix richtet sich nach der 
GrdBc des zu bchandelnden Knochen- bzw. Knorpeldefektes. 

Bei der Verwendung von groBeren gepreBten Tragennatrixes wird die mechanische Befestigung durch z. B. Stahlstan- 
gen und -schrauben notwendig. 

50 Mil dem dieser Erfindung zugrundeliegenden synergistischen Effekt durch Kombination von Wirkungsmechanismen 
zweier Komponenten in einer Verbindung, d. h. knorpel- und/oder knocheninduzierendes Protein und osteoinduktive 
Tragenriatrix. konnen sehr gate Ergebnisse bei Behandlungen erreicht werden. 

Ein Vorteil der erlindungsgemaBen Implantatmat^i alien ist die Mdglichkeit, Heilungsprozesse, die knorpel- und/oder 
knochenindu/.ierende Reaktionen voraussetzen, wesentlich zu verbessem und zu beschleunigen. Dies hat vorteilhafter- 
55 weise eine dcutliche Rcduzierung der Leidenszeit bei Patienten, verkiirzte Arbeitszeitausfalle und Reduktion der Kran- 
kenhausaufcnthaliskosten zur Folge. Ein weiterer wirtschaftlicher Aspekt ist gegeben durch die wirkungsvolle Behand- 
lung der Volkskrankhcit Parodontose, wetche rail dem vorzeitigen Zahnverlust einhergeht. Wirtschaftlich steht somit der 
durch Parodontose-Bchandlung mdgliche Zahnerhalt dem kostspieligen vorzeitigen Zahnersatz gegenuber. 

Es folgt cine kurze Beschreibung der Figuren: 

60 SEQ TD NO. 1 zcigi die vollstandige Aminosauresequenz des Vorlauferproteins des humanen TGF-p-Proteins MP52. 
Der Beginn des rcifen Proteins Liegt vorzugsweise im Bereich der Aminosauren 361-400, besonders bevorzugt bei Ami- 
nosaure 381 oder 382. Der reife Proteinanteil enthalt die sieben konservierten Cysteine an den Positionen 400, 429, 433, 
465, 466, 498 und 500. 

Fig, 1 und 2 zeigen die osteoinduktive Wirkung der erfindungsgemaBen Tragermatrix im Vergleich zu einer biokom- 
65 paiiblen, aber nicht bioaktiven Matrix. 

Fig. 1 und 2 zeigen die osteoinduktive Wirkung der erfindungsgemaBen Tragermatrix im Vergleich zu einer biokom- 
padblen, aber nicht bioaktiven Matrix. 

In Fig. 1 ist die Knochenbildung in den Poren einer bioinert en Matrix z. B. A1 2 0 3 (1 in Fig. 1) schematisch dargestellL 

6 
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Fig. 3 zeigt. im Gegensatz dazu die osteoinduktive Wirkung der erfindungsgemaBen Calciumphosphat-Matrix (1 in Fig. 

2) in einer sonst identischen Implantationssituation: 

In beiden Fallen wurden zylindrische Implantate (1) (AuBen-0: 6 mm) mit einer offen durchgangigen Makroposositat 
(Porendurchmesser ca. 0,5 bis 0,7 mm 0) in den kompakten Knochen (Schienbeinknochen eines Hundes) implantiert. 

Der kompakte Lagerknochen (2) mit deutlich sichtbarer gerichteter "Lamellenstruktur" bildet nach kurzer Implantations- 5 
zeit um das Implantat. neuen Knochen, der den Zwischenraum zwischen Bohrloch im Knochen und den AuBenrand des 
Implantates zu iiberbriicken (3) sucht. AuBerdem bildet sich auch in den Poren des Implantates neuer Knochen (4a in Fig. 

1 und 4b in Fig. 2). 

Der grundlegende Unterschied zwischen den beiden Implantatmateri alien besteht darin, daB sich der Knochen im 
osieoinduktiven Implantatmateri al (4b in Fig. 2) unmittelbar und spontan auf den Innenflachen der PoreD bildet und die to 
Tragermatrix als Nukleaiionsort benutzt und von dort aus den gesamten Implantatbereich ausfullt. Im Gegensatz dazu 
wachst. der Knochen im nicht-bioaktiven Material (Fig. 1) sehr zogemd durch die Porenmitten und vermeidet auch auf 
Dauer jeden direkten Kontakt mit dem Tmplantat.material. Aus diesen Unterschieden ergibt. sich eine sehr intensive und 
schnelle Verbundbildung beim osteoinduktivem Material (Fig. 2) und eine zogemde, von Osteoklastentatigkeit beglei- 
lete unvollstandige Verbundbildung beim ’’bioinerten" Material (Fig. 1). 15 
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Information zu SEQ ID No: 1 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 
s (A) LANGE: 501 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

10 

(ii) ART DES MOLEKULS: Protein 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 1: 

Met Arg Leu Pro Lys Leu Leu Thr Phe Leu Leu Trp Tyr Leu Ala Trp 
20 1 5 10 15 

Leu Asp Leu Glu Phe lie Cys Thr Val Leu Gly Ala Pro Asp Leu Gly 
25 20 25 3 0 



Gin Arg Pro Gin Gly Thr Arg Pro Gly Leu Ala Lys Ala Glu Ala Lys 
35 40 45 

Glu Arg Pro Pro Leu Ala Arg Asn Val Phe Arg Pro Gly Gly His Ser 
50 55 60 

Tyr Gly Gly Gly Ala Thr Asn Ala Asn Ala A j Ala Lys Gly Gly Thr 
65 70 75 80 



45 



50 



55 



Gly Gin Thr Gly Gly Leu Thr Gin Pro Lys Lys Asp Glu Pro Lys Lys 

85 90 95 

Leu Pro Pro Arg Pro Gly Gly Pro Glu Pro Lys Pro Gly His Pro Pro 
100 105 110 

Gin Thr Arg Gin Ala Thr Ala Arg Thr Val Thr Pro Lys Gly Gin Leu 
115 120 125 

Pro Gly Gly Lys Ala Pro Pro Lys Ala Gly Ser Val Pro Ser Ser Phe 
130 135 140 



60 



Leu Leu Lys Lys Ala Arg Glu Pro Gly Pro Pro Arg Glu Pro Lys Glu 
145 150 155 160 



65 
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Pro Phe Arg Pro Pro Pro lie T hr 

165 

Tyr Arg Thr Leu Ser Asp Ala Asp 
180 

Lys Leu Glu Ala Gly Leu Ala Asn 
195 200 

Gly Gin Asp Asp Arg Gly Pro Val 
210 215 



Pro His Glu Tyr Met Leu Ser Leu 
170 175 

Arg Lys Gly Gly Asn Ser Ser Val 
185 190 

Thr lie Thr Ser Phe lie Asp Lys 

205 

Val Arg Lys Gin Arg Tyr Val Phe 
220 



10 



15 



Asp lie Ser Ala Leu Glu Lys Asp Gly Leu Leu Gly Ala Glu Leu Arg 
225 230 235 240 



lie Leu Arg Lys Lys Pro Ser Asp Thr Ala Lys Pro Ala Ala Pro Gly 

245 250 255 

Gly Gly Arg Ala Ala Gin Leu Lys Leu Ser Ser Cys Pro Ser Gly Arg 
260 265 270 

Gin Pro Ala Ser Leu Leu Asp Val Arg Ser Val Pro Gly Leu Asp Gly 
275 280 285 

Ser Gly Trp Glu Val Phe Asp lie Trp Lys Leu Phe Arg Asn Phe Lys 
290 295 300 

Asn Ser Ala Gin Leu Cys Leu Glu Leu Glu Ala Trp Glu Arg Gly Arg 
305 310 315 320 

Ala Val Asp Leu Arg Gly Leu Gly Phe Asp Arg Ala Ala Arg Gin Val 

325 330 335 

His Glu Lys Ala Leu Phe Leu Val Phe Gly Arg Thr Lys Lys Arg Asp 
340 345 350 

Leu Phe Phe Asn Glu lie Lys Ala Arg Ser Gly Gin Asp Asp Lys Thr 
355 360 365 

Val Tyr Glu Tyr Leu Phe Ser Gin Arg Arg Lys Arg Arg Ala Pro Leu 
370 375 380 
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Ala Thr Arg Gin Gly Lys Arg Pro Ser Lys Asn Leu Lys Ala Arg Cys 
385 390 395 400 

Ser Arg Lys Ala Leu His Val Asn Phe Lys Asp Met Gly Trp Asp Asp 

405 410 415 

Trp lie lie Ala Pro Leu Glu Tyr Glu Ala Phe His Cys Glu Gly Leu 
420 425 430 

Cys Glu Phe Pro Leu Arg Ser His Leu Glu Pro Thr Asn His Ala Val 
435 440 445 

lie Gin Thr Leu Met Asn Ser Met Asp Pro Glu Ser Thr Pro Pro Thr 
450 455 460 



Cys Cys Val Pro Thr Arg Leu Ser Pro lie Ser lie Leu Phe lie Asp 
465 470 475 480 

Ser Ala Asn Asn Val Val Tyr Lys Gin Tyr Glu Asp Met Val Val Glu 

485 490 495 

Ser Cys Gly Cys Arg 
5 00 



Paten tanspriiche 



1. Bioaktives Implantatmaterial fur den Knochenersatz mit Knorpel- und/oder Knochem-bildender Aktivitat besie- 
hend aus zwei Komponenien A und B, dadurch gekennzeichnet, daB A ein auf B aufgebrachtes, osteoinaktives 
Protein oder Prolei ngemisch ist und B ein Matrixmaterial aus Calciumphosphat ist, welches selbst osteogene Akti- 
vi'tai bcsitzt.. 

2. Implantatmaterial nach Anspruch 1, wobei Komponente A ein oder mehrere homo- oder heterodimere Proteine 
der TGF-p-Superfamilie mit knorpel- und/oder knocheninduzierender Aktivitat, vorzugsweise der GDF- oder 
BMP-Familie, oder Fragmente davon urnfaBt. 

3. Implantatmaterial nach Anspruch 1 oder 2, wobei die Komponente A 

(a) den reifen Anteil und gegebenenfalls weitere funktionelle Anteile der in SEQ ID NO. 1 gezeigten Protein- 
scquenz enthalt, 

(b) Teile des reifen Anteils von (a) enthalt, die im wesentlichen dieselbe Aktivitat aufweisen, insbesondere 
rcife Proteine mit veranderten N-Terminus, 

(c) Teile entsprechend (a) oder (b) enthalt, die aufgrund der Herkunft des Proteins aus anderen Wirbeltieren 
von SEQ ID NO. 1 abweichen, aber im wesentlichen dieselbe Aktivitat aufweisen, 

(d) neben Teilen des reifen Proteins gemaB (a), (b) oder (c) noch Teile eines anderen Proteins aus der TGF-J3- 
Superfamilie in Fonn eines Fusionsproteins enthalt, 

(e) neben monomeren reifen Proteinen gemaB (a) bis (d) noch ein Monomer eines anderen Proteins aus der 
TGF-p-Superfamilie unter Ausbildung von Ileterodimeren enthalt, 

(f) neben dimeren reifen Proteinen gemaB (a) bis (e) noch mindestens ein Dimer eines anderen Proteins aus 
der TGF-p-Superfamilie enthalt. 

4. Implantatmaterial nach einem der Ansprliche 1 bis 3, wobei B eine biodegradable oder/und bioaktive Tragerma- 
trix aus Tricalciumphosphat-Keramik bedeutet, welche aus einer kristallographisch phasenreinen a- oder Tri cal- 
ciumphosphat- Keramik mit einer interkonnektierenden Mikroporositatim Bereich von 20-60% ihres Vblumens be- 
stchL und allein bereits knocheninduzierende Eigenschaften besitzt. 

5. Implantatmaterial nach Anspruch 4, wobei B eine biodegradable oder/und bioaktive Tragermatrix aus kristallo- 
graphisch phasenreiner a- oder j^Tri calciumphosphat- Keramik bedeutet, deren PrimarkorngroBe im Bereich von 
10-40 pm liegt und die in einer fur die medizinische Anwendung hergestellten Suspension in geeigneten Fliissig- 
keiten wie Wasser, Serum, Plasma und B lut keine Riesenzell- oder Bindegewebeinfiltration in das Implantat verur- 
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sacht. 

6. Implantatinaterial nach Anspruch 4 oder 5, dadurch gekennzeichnet, daB es in Form einer injizierbaren Suspen- 
sion vorliegt. 

7. Implantatinaterial nach Anspruch 4, 5 oder 6, wobei B eine biodegradable und bioaktive Tragermatrix aus kri- 
stallographisch phasenreiner a- oder 0-Tricalciumphosphat-Keramik bedeutet, welche A in kontrolliert retardierter 5 
Weise ("controlled release") in demMaBe freisetzt wieB dem chemischen Abbau im Knochenlager unterliegt. 

8. Verfahren zur Herstellung eines bioaktiven Implantatmaterials nach einem der Anspriiche 1 bis 7, bei dem das 
Protein A als Losung in einem physiologisch unbedenklichen, mit Wasser mischbaren Losungsmittel oder in ent- 
sprechenden Losungsmittelgemischen in die mikroporose Struktur der biokompatible Matrix B so aufgebracht 
wird, daB eine homogene Verteilung des Proteins A in und/oder auf der mikroporosen Struktur der Matrix erreicht to 
wird. 

9. Verfahren zur Herstellung einer Verbindung nach Anspruch 8, wobei das Losungsmittel bzw. Losungsmittelge- 
misch durch Sublimation, vorzugsweise durch Gefriertrocknung, entfernt wird. 

10. Verfahren zur Herstellung einer Verbindung nach Anspruch 8, wobei das Protein A durch in situ-Prazipitation 

in der Matrix B aus dem Losungsmittel durch Zumischen eines prazipitierenden Losungsmittels, vorzugsweise t 5 
Wasser, angereichert wird. 

11 • Pharmazeutische Zusammensetzung, enth attend ein Implantatmaterial nach einem der Anspriiche 1 bis 7, gege- 
benenfalls zusammen mit pharmazeutisch wie physiologisch vertraglichen Hilfs-, Verdiinnungs- und/oder Fulls tof- 
fen. 

12. Verwendung eines bioaktiven Implantatmaterials nach einem der Anspriiche 1 bis 7 oder einer pharmazeuti- 20 
schen Zusammensetzung nach Anspruch 11 zur lokalen Behandlung von Erkrankungen, die den Knorpel und/oder 
Knochen betreffen, oder/und von Schadigungen des Knorpel- und/oder Knochengewebes, die durch Verletzung, 
Operation, Degeneration oder Uberbelastung vemrsacht wurden. 

13. Verwendung eines bioaktiven Implantatmaterials nach einem der Anspriiche 1 bis 7 oder einer pharmazeuti- 
schen Zusammensetzung nach Anspruch 11 zur Behandlung von Knochendefekten wie z. B. Parodontose, Sinuslift, 25 
Zy stent ullung im Kieferbereich, Knochenfrakturen, Knochenersatz sowie zum Einsalz in der kosmelischen und pla- 
stischcn Chirurgic und zur Fixicrung bcwcglichcr Knochcntcilc. 
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